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(54) Title: QUICK TEST FOR THE DIFFERENTIATION OF THE FEATURES OF ERYTHROCYTES 
(54) Bezelchnung: SCHNELLTEST ZUR DIFFERENZIERUNG VON ERYTHROZYTENMERKMALEN 
(57) Abstract 

The invention is concerned with a quick test for the 
differentiation of the features of erythrocytes in which antisera 
contained on paper inhibit the migration of erythrocytes by a 
solvent in different ways as well as the use of this test for 
the determination of blood groups and their compatibilities. In 
addition a bed-side test card is claimed on which this test is used 
as well as the manufacturing of such cards. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Schnelltest zur Differen- 
zierung von Erythrozytenmerkmalen, bei welchem auf Papier 
aufgetragene Antiseren die durch ein Laufrnittel bewirkte Migra- 
tion der Erythrozyten in unterschiedlicher Weise hemmen, sowie 
die Verwendung dieses Tests zur Bestirnmung von Blutgrup- 
pen und deren Veitraguchkeiten. Weiterhin wird eine Bedside- 
Testkarte beansprucht, auf welcher dieser Test zur Anwendung 
gelangt, sowie die Herstellung solcher Karten. 




STODBR- DONOR 
EMPFANOER - RECEIVER 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Idcntifizicnxng von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfb&gen der Schriften, die Internationale 
Anmeldungen gem&ss dero PCT veiOffentlichen. 



AT 


Osterrcich 


GA 


Gabon 


MR 


Mauretanien 


AU 


Auitndien 


GB 


Vereinigtes Konigreich 


MW 


Malawi 


BB 


Barbados 


GE 


Georgien 


NE 


Niger 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


NL 


Niederlande 


BF 


Burkina Fuo 


GR 


Griechenland 


NO 


Norwegen 


BG 


Bulgsrien 


HU 


Ungarn 


NZ 


Neuaeeland 


BJ 


Benin 


IE 


hiand 


PL 


Poleo 


BR 


Brasilia 


IT 


Italien 


PT 


Portugal 


BY 


Be linn 


JP 


Japan 


RO 


Rumlnien 


CA 


Kanada 


KE 


Kenya 


RU 


Russische Federation 


CF 


Zentrak Afrikanuche Republik 


KG 


Kirgisistin 


SD 


Sudan 


CG 


Kongo 


KP 


Demokratische Volksrepublik Korea 


SE 


Scbweden 


CH 


Schweiz 


KR 


Republik Korea 


SI 


Stowenien 


a 


Cots d'rvoire 


KZ 


Kasachstan 


SK 


Stowakei 


CM 


Kasoerun 


U 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


CN 


China 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tachad 


CS 


Tschechoslowakei 


LU 


Luxemburg 


TG 


Togo 


CZ 


Tschectusche Republik 


LV 


Lettland 


TJ 


Tadscfaiktttan 


DE 


Deutichlmd 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad und Tobago 


DK 


DSneinark 


MD 


Republik MokUu 


UA 


Ukraine 


ES 


Spanien 


MG 


Madagaskar 


US 


Veremigte Staaten von Amerika 


Fl 


Finnlind 


ML 


Mali 


UZ 


Utbekistan 


FR 


Frankreich 


MN 


Mongolei 


VN 


Vietnam 



WO 96/08723 PCT/EP95/03493 
flahnallte s t «ur Dtf f arangiermiq von BgVtPTOgVteftnerkBm;!, ft _ 



Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Schnelltest zur 
Differenzierung von Erythrozytenmerkmalen, vor allem 
5 geeignet zur Verwendung als Bedside-Test zur einfachen und 
schnellen Bestimmung von Blutgruppen Oder deren 
Bestatigung aus Kapillarblut, der aber auch mit 
Erythrocytensuspensionen durchfuhrbar ist, wenn die 
Zelldichte derjenigen von Vollblut entspricht, wobei die 
10 Testkarte gleichzeitig zur Dokumentation des Tests 
verwendbar ist. 

Bedsidetests sind als Be statigungs tests unmittelbar vor 
der Transfusion vorgeschrieben, da im allgemeinen der 
Spender bei der Transfusion nicht selbst zugegen ist, urn 

15 verwechslungen von Blutkonserven auszuschlieBen. Derartige 
Tests sind seit etwa 1908 beschrieben und wurden zuerst in 
Anwesenheit des Spenders durchgefuhrt. Seit 1955 wurde auf 
Kartons mit eingetrockneten Antiseren ein ABO/Rh 
Bedsidetest verwendet, es folgten Teste mit 

20 gebrauchsfertigen, flussigen Antiseren, dann Dipsticks auf 
Elisa-Basis. 

Alle diese Tests benotigen mindestens 1-2 Minuten zur 
Austestung, ggf . noch 10 Minuten zur Vorbereitung und sind 
bis auf die Dipsticks nur durch schriftliches Protokoll 
25 dokumentierbar. 

Der erfindungsgemaBe Test basiert auf der auf Runge und 
Schonbein zuruckgehenden Methode der Kapillaranalyse bzw. 
Papierchromatographie. Die papi rchromatographische 
Auftrennung von Proteinen ist eine gangige, jedoch 
30 aufw ndige Methode. So ist zum Beispiel die Bestimmung von 
ABO-Gruppen-Antigenen in verwestem Blut mitt Is 
aufsteigender Papierchromatographie in Salzsaure/Methanol- 
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Systemen beschrieben, wobei die Antigene nach 
anschliefiender Elution bestimmt verden (Kuchkinov, Aktual. 
Vopr. Sud.-Med. Ekspert. Veshchestv. Dokazatel'stv, 1982, 
38-44 (Chemical Abstracts 101, 1984, 67173)). Dieses 
5 umstandliche Verfahren ist natiirlich vollig ungeeignet fur 
einen Bedside-Test, bei dem es auf Schnelligkeit, 
Genauigkeit und Dokumentierbarkeit ankommt. 

Bekannterweise ist zudem die papierchromatographische 
Bestimmung von Blutgruppen nicht moglich, da 
10 Chromatographiepapiere keine Dif ferenzierung zwischen 
agglutinierten und nicht agglutinierten Blutproben 
erlauben. 

Aufgabe der Erfindung ist daher die Bereitstellung eines 
schnellen, einfach zu handhabenden, sicheren und 
15 dokumentierbaren Tests zur Blutgruppenbestatigung. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dafi eine 
kapillaranalytische Blutgruppenbestatigung mittels Papier 
und einem Laufmittel durchfuhrbar ist, wobei Erythrozyten 
durch das Laufmittel transportiert werden und durch deren 

20 unterschiedliche Migration eine dauerhafte Dokumentation 
zur Verfugung steht. Bei Zusatz von passenden Antiseren 
wird dieser Transport der Erythrozyten durch deren 
Agglutination blockiert, da die Agglutinate immobil sind. 
Chromatographiepapiere erlauben keine Dif ferenzierung 

25 zwischen agglutinierten und nicht agglutinierten Bluten, 
obwohl fur diese Papiere die Papierherstellung auf 
Konstanz und Reproduzierbarkeit optimiert wurde. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Schnelltest zur 
Dif ferenzierung von Erythrozytenmerkmalen auf Papier, auf 
30 w lchem di entsprechenden Antiseren aufgetragen werden, 
und die Dif ferenzierung durch die unterschiedliche 
Migration der Erythrozyten durch ein Laufmittel optisch 
und dauerhaft moglich ist. 



WO 96/08723 



PCTAEP9S/03493 



3 

Ein weiterer G genstand der Erf indung ist dah r die 
Verwendung des erf indungsgemaBen Tests zur raschen 
Bestimmung von Blutgruppen, deren Unterscheidung und/oder 
der Bestimmung von Blutgruppenunvertraglichkeiten. 

5 Ein weiterer Erf indungsgegenstand ist eine sogenannte 

Bedside-Testkarte zur raschen und sicheren Uberprufung von 
Spender- und Empfangerblut direkt vor der tibertragung und 
deren Dokumentation, sowie die Herstellung dieser Karten. 

Geeignete Papiersorten fur den erf indungsgemaBen Test sind 
10 ungeleimte Papiere, bevorzugt Filtrierpapier (wie z.B. 
Laborf iltrierpapier Oder Kaf feef ilter) , FlieBpapier (wie 
z.B. Kiichenkrepp, Loschpapier, Trockentucher aus Papier 
Oder Aufsaugpapier, beispielsweise fiir Labortische) Oder 
Hygienepapier (wie z.B. Toilettenpapier Oder 
15 Haushaltstiicher, Handtucher, Taschentucher und Servietten 
aus Papier) . Besonders bevorzugt sind Papiere der Qualitat 
Toilettenpapier, Abtrockentiicher, Kaf feef ilter, 
Aufsaugpapier, wobei ganz besonders bevorzugt 
Papierqualitaten fiir Kaffeefilter und Aufsaugpapier fiir 
20 Labortische sind. Die Papiere konnen bevorzugt auch eine 
einseitige Beschichtung aus ldsungsmittelundurchlassigem 
Material, bevorzugt Polyethylen, aufweisen, durch welches 
die Befestigung auf der Dokumentations-Testkarte erheblich 
erleichtert wird und die ein Eindringen von Losungsmitteln 
25 und Testsubstanzen in die Testkarte verhindert. 

Eine praktikable Ausfuhrungsfona des erf indungsgemaBen 
Schnelltests ist als Beispiel in Fig. 1 dargestellt. Auf 
dieser nur als beispielhaft zu betrachtenden Testkarte 
bedeutet 



30 



1 - Beschriftungsf lder zur Aufnahme d r 
Identifikationsangab n fiir Spender und/oder 
Empf anger, 

2 - ggf. ein zusatzlich s Informationsfeld fiir 
technisch und dokumentarische Angaben, Signaturen 
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etc. , 

3 - aufgeklebt je Probe ein Analysenfeld aus den o.g. ~~" 
Trennmaterialien mit 

4 - der Auftragsf lache fur das Lauf- oder 
Flieflmittel, 

5 - mindestens einer linearen Auftragszone fur das 
Testblut, 

6 - mindestens einer linearen Auftragszone der 
Antiseren und 

7 - mindestens einer Lauf zone fur die nicht 
agglutinierten Erythrozyten, 

8 - einem Vorratsfeld je Probe, auf welchem das 
entnommene Kapillarblut bzw. Blut zunachst 
aufgetragen wird. 

In bevorzugter Form hat das Analysenfeld (3) ein 
kammartiges Aussehen mit mehreren Laufzonen (5) , bevorzugt 
vier. Es ist jedoch auch eine Miniaturisierung moglich, 
wobei die Breite der Laufzonen (5) auf bis zu 0,5 mm und 
die Abstande zwischen den Laufzonen (5) auf 0,1 mm 
verringert werden kann. 

Die in der Antiseren-Auftragszone (5) aufgetragenen 
Antiseren sind mono- oder polyklonale kommerzielle 
Praparate der Spezifitaten Anti-A, Anti-B und Anti-D, 
besonders bevorzugt sind monoklonale Antiseren. Sie wurden 
25 als optimal fur dieses Verfahren gefunden. An diesen 
Positionen werden 2-5/xl Antiserum in handelsublicher 
Konzentration manuell je nach Bedarf und auszutestenden 
Blutgruppensystemen aufgetragen. Bevorzugt sind fur 
Standard-Untersuchungen die Antiseren bereits industriell 
30 durch ubliche Druckverfahren aufgetragen. 

Zur Durchfuhrung des Tests wird das Kapillarblut (aus der 
Fingerbeere oder dam Ohrlappchen) oder das Spenderblut 
zunachst auf das Vorratsfeld (8) gegeben, welches 
bevorzugt aus einer undurchlassigen und indiffer nt n 
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Folie besteht, von welcher die einzelnen Test f elder 
beschickt werden. Der verbleibende Rest kann vorzugsweise 
nach Eintrocknung ebenfalls mit einer Folie abgedeckt 
werden und dient alsv Ref erenzprobe fur gegebenfalls spater 
5 zusatzlich erforderliche Tests, vor allem forensischer 
Art. Von diesem Kapillarblut bzw. Spenderblut werden dann 
2-5^1 auf die Testblut-Auftragszone (5) gegeben. 

Als FlieBmittel fur die Analyse dient ein fur den 
Transport der Erythrozyten geeignetes FlieBmittel, wie 

10 beispielsweise LISS- (lower ionic strenghts solution) oder 
PBS-L6sungen (phosphate buffered saline) , bevorzugt 
physiologische Kochsalzlosung. Werden ca. 100-500 pi 
FlieBmittel auf die FlieBmittel-Auftragszone (4) der 
waagerecht liegenden Testkarte gegeben, so erreicht die 

15 FlieBmittel front schon nach wenigen Sekunden das Ende der 
Laufzone (7), wobei der Blutfleck bei Agglutination an der 
Auftragszone der Antiseren (6) verbleibt oder bei 
schwacher oder fehlender Agglutination sich mit dem 
FlieBmittel bewegt. 

20 Uberraschend sind Schnelligkeit und Sensitivitat der 

Methode, die nur Sekunden braucht, wahrend herkommliche 
Tests aus dem Stand der Technik im Bereich von eventuell 
10-15 Minuten liegen. 

Das in Fig. 1 dargestellte Analysenfeld (3) ist im Rahmen 
25 der Erfindung nur als Beispiel anzusehen und die 
Beschrankung auf 4 Laufzonen (7) nur eine mogliche 
Aus fxihrungs form. Es sind selbstverstandlich 
Ausfuhrungsforxuen mit nur einer Laufzone sowie mit einer 
beliebigen Zahl moglich, sodaB mit einem einzigen Test 
30 gegen weitere Antiseren gepruft werden kann. Auch eine 
Miniaturisierung ist moglich, wobei die Breite d r 
Laufzonen (5) auf bis zu 0,5 mm und die Abstande zwischen 
den Laufzonen (5) auf 0,1 mm verringert werden kann. 
Dadurch konnen auf kleinem Raum sehr viele 
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unterschiedliche T st nebeneinand r gemacht werden mit 
sehr geringer Menge an Testblut. 

Ein besonderer Vorteil des erindungsgemaBen Tests ist auch 
die erhebliche reduzierte Menge an Testblut. Gegenuber 70 
5 bis 100 til bei bisherigen Tests werden nur noch 2 bis 5 pi 
Blut bendtigt. 

Monoklonale Antiseren der Spezifitaten Anti-M und Anti-N, 
sowie Anti-Le-a und Anti-Le-b sind ebenfalls auf diese 
Weise als Schnelltests erprobt worden und bieten sowohl 

10 aus Kapillarblut wie aus Erythrocytensuspension 

herkommlichen Testen den o.g. genannten entscheidenden 
Zeitvorteil bei der Schnellauswahl von Blutkonserven. Der 
Test bietet sich daher neben dem ABO-Blutgruppensystem 
allgemein fiir die schnelle Differenzierung von 

15 Erythrozytenmerkmalen mit monoklonalen Antikorpern der 
IgM-Klasse an, zum Beispiel der Duffy-, Kell-Cellano-, 
Kidd-, Lewis-, Lutheran-, MNSs-, P-, Rhesus-, HLA-System 
Oder des Plasmaproteinpolymorphismus. 

Da Blutgruppenvertraglichkeiten vor einer Ubertragung 

20 ausgetestet werden miissen, bietet sich der 

erf indungsgemaBe Schnelltest auf Papier besonders zur 
industriellen Herstellung von Bedside-Testkarten an, indem 
eine Karte aus Papier, Karton Oder einem geeigneten 
Kunststof fmaterial mit den notwendigen Angaben und Feldern 

25 zur Aufnahme von Informationen vorbedruckt wird. 
AnschlieBend werden dann das Analysenfeld (3) aus 
beschichtem Papier aufgeklebt sowie das Referenzfeld (8) 
fiir die Aufnahme der Blutprobe. 
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Patentanspruche 



15 



1. schnelltest zur Dif ferenzierung von 

Erythrozytenmerkmalen, dadurch gekennzeichnet, daB auf 
Papier aufgetragene Antiseren die durch ein Laufmittel 
5 bewirkte Migration der Erythrozyten in 

unterschiedlicher Weise hexnmen. 

2 schnelltest gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Papier ein ungeleimtes Papier ist, bevorzugt 
von der Qualitat Filtrierpapier, FlieBpapier, 
10 Hygienepapier. 

3. schnelltest gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Papier von der Qualitat eines 
mit Polyethylen beschichteten Aufsaugpapiers fur 
Labortische ist. 

I . schnelltest gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB auf dem Papier mindestens ein Antiserum der 
verschiedenen Blutgruppensysteme aufgetragenen ist. 

5. Schnelltest gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antiserum ein monoklonales Antiserum des AB0- 

20 Systems und/oder des Rhesus -Systems ist. 

6. Schnelltest gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Laufmittel zur Dif ferenzierung erne LISS-, 
PBS- oder physiologische Kochsalzlosung ist. 

7. schnelltest gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
25 daB das Papier (3) ein kammformiges Aussehen hat mit 

einer Auftragzone (4) fur das Laufmittel und zwei oder 
mehr Laufzonen (7) zur Dif ferenzierung. 

8. schnelltest gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichn t, 
daB das Papier vier Laufzon n (7) hat. 



30 9. 



Verwendung des Schnelltests gemaB Anspruch 1 zur 
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B stimmung von Erythrozythenmerkmalen. 

10. Verwendung des Schnelltests gemafi Anspruch l zur 
Bestimmung von Blutgruppen und/oder Unvertraglichkeit 
von Blutgruppen. 

11. Verwendung des Schnelltests gemaB Anspruch l als 
Bedside-Test. 

12. Bedside-Testkarte enthaltend a) ein oder mehrere 
Identifikations- bzw. Informationsfelder (l, 2), b) 
ein oder mehrere Analysenf elder aus Papier (3) mit 
einem Auftragsfeld fur das Laufmittel (4), ein oder 
mehreren Auftragszonen fur die Blutprobe (5) und die 
Antiseren (6) sowie Laufzonen (7) fur die nicht 
agglutinieren Erythrozyten und c) ein oder mehrere 
Voratsf elder (8) . 

13. Bedside-Testkarte gemaB Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie zwei Analysenf elder (3) mit je 
vier Laufzonen (7) und zwei Voratsf elder (8) enthalt. 

14. Bedside-Testkarte gemafi Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Antiseren in den Auftragszonen 
(6) industriell aufgedruckt sind. 

15. Verfahren zur Her stel lung von Bedside-Testkarten, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine entsprechende Karte 
vorbedruckt wird mit Hinweisen zur Eintragung von 
Informationen, auf die derartige Karte zwei 
kammformige Analysenf elder (3) aus beschichtetem 
Papier und zwei Referenzf elder (8) zur Aufnahme der 
Blutprobe aufgeklebt werden und die entsprechenden 
Antiseren auf die dafur vorgesehenen Auftragszonen (6) 
aufgedruckt werden. 
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WihrtBdder 



inttmaoocultn Recherche konsuMtnt tltktronischt D.Unbank (N«me der Daltnbank und evti. verwendete Suchbegnffe) 



C. AL5 WESENTUCH ANGE5EHENE UNTERLAOEN 



Katetorie* Bczctchmmg der VeroffentUcbung. iowoi erfordcrlich unter Angabt der in Brtracht kommenden Tale 



Betr. Aiupruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 101, no. 9, 
1984 

Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 67173f, 
Seite 173; 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Zusammenfassung 

& AKTUAL VOPR SUD - MED EKSPERT VESHCHESTV 
DOKAZATEL'STV, 

1982 TASHKENT USSR, 
Seiten 38-44, 

A.T. KUCHKINOV 'Determination of ABO 
group antigens of purified blood by paper 
chromatography 1 

-/-- 
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V I Water Verdflenttcbungen und der Fometrung von Feld C zu 
cntnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfaimlie 



| * Bcsondcrc Kategorien von angegcbenen Veroffentlichungen 
*A" Veroflentlichung. die den aUgemeuien Stand dtr Tcchnik definieit, 

abcr mcht als besooden bedeutsam anzusehen 1st 
'E* alteres Dofcusnent, das jedoch erst am Oder nach dem internitionalen 

Anmeldcdatum veroffentlicht warden id 
*V Veroffenllichung. die gcagnet in, anen PncnUtsarapruch zwrifdhaft er- 
tchdncn zu uscn, Oder durch die das VerotfenUichungsdatum em er 
andercn iro tUchercnenbencht genannten Veroffenuichung bekgt werden 
soil oder die aus etnem andercn besonderen Grund angegeben m (wie 
ausgefuhrt) 

•O" Veroffentiichung. die neb auf one mundhche Oftenbarung, ; 

one Bcnutzung. one AwxteUung oder anoere M**^^ ^J** Mrh 
"P* VerdtTcndichiMSfp die vor dera imernauonalcn AimKldedatum, aber nacn 
dem beaMpnic&en Prwritatadatum veroffenthcht worden tit 



T Snatere Veroffenttichuni, die nach dem iMernabonalen Awnddedatum 
oder dem Pnontatsdatum veroffentlicht warden lit und n^tder 
Anmeldung mcht koUidiert, wndern nur rumVenUndrus des der 
ErBiJdungWundebegenden Pnnaps oder der ihr zugrundcliegenden 
Theone angegeben itt ■ 

•X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die ^*nspruchteMndung 
Gallon aufpund caeser Veroffentlichung mcht als ncu oder auf 1 
erfinderischer Ta&gfcat beruhend betrachtei werden 

*V Veroffentlichung von bcaonderer Bedeutung; die beantpruchte Erfindung 

karni mcht als auf erfinderischer Tabgkcit beruhend betrachtei Lj 

werden, wenn die Veroffentlichung nut ewer oder mehreren «nderen 
TeroHentlichungen dicser Kate«ne tn Veitodung gebracht wird und 
die* Verbindung fur eincn Fachmann nahdiegend tst 

•&* Veroffentlichung. die Mitglied dcnelben Patentfamilic irt 



Datum des Abschhuses der international en Recherche 



26.Januar 1996 

Name und PosumxhriA der Internationale Recherchcnbehordc 
Europatsches Patentamt, P.B. 5818 Patenuaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
TeL( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



Abseiidedatum des intema&onalen Rechcrchcnbenchts 

0 8.02 96 

BcvoUmachttgter Bediensteter 

Van Bohemen, C 



Formbiau PCT/iSA/310 (Btaa 2) (Juti IW2) 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



Inttmat^^nales Aktcnzachen 

PCl,iiP 95/03493 



C(Foracmmg> ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kattforic* 


Bczcichnung der VcroffenUichung, sowot crfordcrlich unter Ang&be der in Betr&cht kommendcn Tale 1 


&etr. Anspruch Nr. 


Y 


BIOCHEM J, 

Bd. 244, Nr. 1, 1987 LONDON UK, 
Seiten 123-128, 
M.E. REID ET AL. 'Structural 
relationships between human erythrocyte 
sialoglycoproteins beta and gamma and 
abnormal sialoglycoproteins found in 
certain rare human erythrocyte variants 
lacking the Gerbich blood-group 
antigen(s) . 1 
siehe Abb il dung 2 
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FombtaU PCT/I&A>?I9 {Fortsattuftg von BUtt 2) (Juli 1993) 



